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La linea celular comprende una construccion de DNA que 
comprende la totalidad o parte de una secuencia promotora del 
gen de la ciclooxigenasa 2 (cox-2) y un gen testigo, unidos 
operativamente entre si, de manera que dicha secuencia promotora 
del gen de la cox-2 dirige la expresion de dicho gen testigo en 
respuesta a un estlmulo adecuado . El metodo de ensayo comprende 
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LINEA CELUIAR QUE COMPRENDE EL PROMOTOR DE LA CICLOOXIGENASA-2 
(COX-2) Y UN GEN TESTIGO, Y SU EMPLEO EN LA BUSQUEDA DE 
INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA INDUCCION TRANSCRIPCIONAL DE COX-2 

5 CAMPO DE LA INVENCION 

Esta invencion se relaciona, en general, con la busqueda 
de productos con potenciales aplicaciones terapeuticas. En 
particular, la invencion se refiere a un metodo para la busqueda 
de compuestos inhibidores selectivos de la induccion a nivel 
10 transcripcional de la ciclooxigenasa-2 que comprende el empleo 
de una linea celular que expresa de forma estable una 
construccion de DNA en la que la secuencia promotora del gen de 
la ciclooxigenasa-2 dirige la expresion de un gen testigo en . 
respuesta a los estimulos apropiados . \ m 
15 : 
ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La ciclooxigenasa (cox) es una enzima implicada en""": 
numerosos procesos. Se conocen dos isoformas de la cox, la 
ciclooxigenasa 1 (cox-1) y la ciclooxigenasa 2 (cox-2) . Aunque 
20 ambas isoformas estan relacionadas con la produccion de 

prostaglandinas involucradas en procesos f isiologicos , parece*"-' 
ser que la cox-2 es la isoforma predominante implicada en' : :f 
diversas patologias como la inf lamacion, la carcinogenesis, la" : **' 
angiogenesis y algunos procesos neurodegeneratives. — t 

25 La induccion a nivel transcripcional de la cox-2 se produce---: 

en respuesta a numerosos factores, entre los que se encuentran^ : .j 
la expresion de oncogenes, el tratamiento con promotores da-. J. 
tumores, mitogenos, estimulos proinf lamatorios , factores de-- : - 
crecimiento y citoquinas [revisado en Smith and DeWitt, 1996; 
30 Griswold and Adams, 1996; Jouzeau et al., 1997 (vease el 
apartado relativo a la BIBLIOGRAFf A) ] . En la mayoria de los 
casos la induccion de esta enzima se traduce en un aumento en 
la sintesis de prostaglandinas, aunque no se pueden descartar 
otros modos de actuacion. 
35 La capacidad de ciertas drogas de la familia de los 



antiinf lamatorios no esteroideos (NSAIDs) de inhibir la cox-2 
explica sus efectos terapeuticos [revisado en Smith and DeWitt, 
1996; Griswold and Adams, 1996; Jouzeau et al., 1997]. Asimismo, 
existen evidencias crecientes de que la inhibicion de la cox-2 
tanto por NSAIDs como por glucocort icoides o por ciclosporina 
A posee propiedades inmunosupresoras [Ihiguez et al., 1998; Hall 
and Wolf, 1997; Zhou et al., 1994; y las revisiones citadas 
anteriormente] . Otras acciones de la induccion de la cox-2 se 
refieren a la implicacion de esta en cancer, angiogenesis y 
procesos neurodegeneratives como la enfermedad de Alzheimer. Se 
ha comprobado que tanto la inhibicion de la induccion a nivel 
transcripcional cox-2 como la inhibicion enzimatica de la cox-2 
atenuan estos procesos [ Shif f et al., 1996; Tsujii et al . , 1997. 
y 1998; Subbaramiah et al., 1998; Pasinetti, 1998]. 

Tras el descubrimient o de la isoforma inducible cox-2 de" 
la enzima ciclooxigenasa , los metodos de identif icacion de- 
nuevos farmacos antiinf lamatorios han tenido como objetivo" 
seleccionar compuestos inhibidores selectivos de la actividad 
enzimatica cox-2 f rente a la isoforma constitutiva cox-1. 
Existen varios tipos de sistemas al respecto. Unos utilizan 1 " 
ensayos in vitro utilizando enzima cox-2 purificada o" #; 
semipurif icada [Famaey, 1997; Noreen et al., 1998]. Otros ,: 
autores utilizan lineas celulares animales o humanas que* : 
expresan predominantemente la isoforma cox-2 en condiciones-. 
naturales o tras la induccion con estimulos [Famaey, 1997; Bero- 
et al., 1997]. Algunos emplean lineas celulares de origen animal-, 
o humano en las que sobreexpresan la proteina cox-2 mediante..' 
transfeccion estable del cDNA de la misma [Lora et al., 1997 ;.-" 
O'Neill et al . , 1995; Cromlish and Kennedy, 1996]. En algun caso 
se ha llegado a determinar mediante el analisis del mRNA si 
tales compuestos inhiben a nivel transcripcional la induccion 
de la cox-2 [Tao et al., 1998 ; Subbaramiah et al., 1998]. 
Tambien se han establecido sistemas de estudio de compuestos 
inhibidores mediante ensayos in vivo, ya sea con sangre entera 
o con celulas purificadas de donantes sanos [Famaey, 1997; 
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Brideau et al., 1996]. 

En cualquier caso, la mayor limitacion de estos sistemas 
radica en que permiten seleccionar compuestos inhibidores de la 
actividad enzimatica de la enzima cox-2, sin atender a sus 
5 efectos sobre la induccion de la produccion de la proteina, paso 
previo a la produccion de prostaglandinas por esta enzima. 
Ademas de esta limitacion, ha quedado demostrado que las 
potencias relativas de estos compuestos varian para el mismo 
farmaco entre diferentes tipos de ensayos. Asimismo, un aspecto 

10 importante a considerar tiene que ver con la inhibicion de la 
actividad cox-2 fisiologica, que tambien se veria inhibida por 
el tipo de compuestos identif icados por los sistemas 
mencionados, lo que podria derivar en efectos secundarios 
adversos. ! 

15 Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar un metodo " 

para la busqueda de compuestos inhibidores selectivos de la.... 
induccion a nivel transcripcional de la cox-2 por diferentes"*". 
estimulos que supere los inconvenientes arriba mencionados. 

20 COMPENDIO DE LA INVENCION y m * 

• • • 

Esta invencion proporciona una solucion a la necesidad* 1 ;:* 
existente que consiste en el desarrollo de un sistema de ensayo' : ;f 
para la busqueda de compuestos inhibidores selectivos de la' : "* 
induccion a nivel transcripcional de la cox-2 por diferentes.-. 

25 estimulos. Este criterio permite seleccionar compuestos quel!!, 
inhiben la produccion de la cox-2, con lo que actuaran comd...! 
inhibidores de las acciones derivadas del incremento de la.il! 
expresion de la cox-2 y del consiguiente aumento de la-*:, 
produccion de prostaglandinas que desencadenan diversos procesos 

30 patologicos. Entre otros procesos, se pueden destacar procesos 
inf lamatorios , prolif eracion celular incontrolada , angiogenesis, 
carcinogenesis y patologias neurodegenerat i vas , tal y como se 
describio anter iormente . El criterio para la seleccion de 
compuestos segun esta invencion radica en la inhibicion de la 

35 actividad inducible del promotor de la cox-2, con lo cual no se 



seleccionaran aquellos compuestos que inhiban la actividad basal 
fisioiogica de produccion de la cox-2. 

Para el desarrollo de la solucion aportada por esta 
invencion, ha sido necesario construir una linea celular que 
expresa de forma estable una construccion de DNA en la que la 
secuencia promotora del gen de la cox-2 dirige la expresion del 
gen testigo en respuesta a un estimulo adecuado. La regulacion 
de la expresion del gen de la cox-2 viene determinada por la 
actividad reguladora de su promotor, mientras que la medida de 
la actividad del gen testigo proporciona una medida indirecta 
de la actividad del promotor de la cox-2 en respuesta a 
dif e rentes agent es . 

Por consiguiente, un objeto de esta invencion lo constituye 
una construccion de DNA (o DNA recombinant e ) que comprende una; 
secuencia promotora del gen de la cox-2 y un gen testigo/ 
operat ivamente unidos entre si, de manera que dicha secuencia^ 
promotora del gen dirige la expresion del gen testigo en- 
respuesta a un estimulo adecuado. 

Un objeto adicional de esta invencion lo constituye un 
vector, tal como un plasmido o un vector de expresion, que" 
comprende dicha construccion de DNA. 

Otro objeto adicional de esta invencion lo constituye una. 
linea celular que contiene dicha construccion de DNA, o dichd. 
plasmido que contiene dicha construccion de DNA, y la expresa 
de forma estable. 

Finalmente, otro objeto adicional de esta invencion Id 
constituye un metodo para la busqueda de compuestos inhibidores 
selectivos de la induccion a nivel t ranscr ipcional de la # 
ciclooxigenasa-2 que comprende el empleo de dicha linea celular 
que expresa de forma estable dicha construccion de DNA. 

BREVE DESCRIPCION DE IAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra la secuencia de la zona promotora del 
gen cox-2. Las flechas indican las secuencias de hibridacion de 
los oligonucleotides utilizados en la reaccion de PCR [reaccion 
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en cadena de la polimerasa ] . 

La Figura 2 muestra la estrategia de clonaje de la region 
promotora del gen cox-2 en el plasmido pXP2 para obtener la 
construed on prom2-190 6 -LUC . 

La Figura 3 muestra los resultados del analisis por RT-PCR 
[transcripcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa] de 
la expresion del mRNA de cox-2 en celulas Jurkat. En la Figura 
3(A) se muestra el efecto del tratamiento con PMA y con PMA + 
Ionoforo de calcio A23187, en adelante PMA+Ion, en la expresion 
del mRNA de cox-2. En la Figura 3(B) se muestra la inhibicion 
por ciclosporina de la induccion transcripcional de cox-2. Como 
control en ambos casos se muestra el resultado obtenido para los 
mRNAs no inducibles de la isoforma cox-1 y de la glicerol- 
aldehido deshidrogenasa (GAPDH) . j . 

La Figura 4 muestra el resultado de la estimulacion por PM£ '•• 
o por PMA+Ion de la actividad luciferasa en celulas Jurkat_ #B 
transfectadas transitoriamente con la construccion prom2-1906-— 
LUC . Como control se comprueba que tanto la construccion proml-" L 
898-LUC como el plasmido vacio pXP2 no son inducibles. 

La Figura 5 muestra el resultado de la inhibicion por- 

ciclosporina A (CsA) de la estimulacion causada por PMA+Ion de.: 

la construccion prom2- 1 90 6-LUC en la transfeccion transitoria.i 

■ • 

en celulas Jurkat. 

La Figura 6 muestra los resultados de un experimento de 
transfeccion transitoria con la construccion prom2 -1 90 6-LUC 
tratamiento con dexame tasona . \ [ m 

La Figura 7 muestra los resultados de la actividad 
luciferasa de los diferentes clones obtenidos tras la^i 
transfeccion estable con la construccion prom2-1906-LUC . 

La Figura 8 muestra los resultados de la inhibicion por 
ciclosporina A (CsA) de la estimulacion por PMA+Ion de la 
actividad luciferasa de los clones estables de Jur kat-1 906LUC . 

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos para la 
inhibicion por el glucocort icoide Dexametasona (Dex) sobre la 
estimulacion por PMA+Ion de la actividad luciferasa de los 
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clones estables de Jurkat-1906LUC . 

La Figura 10 muestra la inhibicion por Resveratrol (Res 
de la induccion de la actividad luciferasa de los clones 
estables como control del sistema de ensayo. 

5 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Esta invencion proporciona una construccion de DNA (o DNA 
recombinante) que comprende la totalidad o parte de una 
secuencia promotora del gen de la ciclooxigenasa 2 (cox-2) y un 
10 gen testigo, operat ivamente unidos entre si, de manera que dicha 
secuencia promotora del gen de la cox-2 dirige la expresion de 
dicho gen testigo en respuesta a un estimulo adecuado. 

La secuencia promotora del gen cox-2 puede tener cualquier, 
origen, aunque pref erentemente dicha secuencia procedera del ger> a • 
15 humano de la cox-2. 

Como gen testigo puede utilizarse cualquier gen testigo.... 
capaz de producir una senal facilmente detectable, de lcs' # " 
habitualmente utilizados en este tipo de ensayos de trasfeccion, 
por ejemplo, el gen de la cloranf enicol acetil transferasa 
20 (CAT) , el gen de la beta galactosidasa (3-gal) , el gen de la**"]' 
luciferasa, por ejemplo, de luciernaga o de Renilla. En una***;* 
realizacion particular de esta invencion dicho gen testigo es ,; ;; 
el gen de la luciferasa de luciernaga por la extrena""' 
sensibilidad, rapidez, facilidad y bajo coste del ensayo de..- 
25 deteccion de la misma. 

» • » 

La invencion tambien proporciona un vector, tal como ur!...; 
plasmido o un vector de expresion, que contiene la const ru ::: t 
de DNA previamente mencionada. En principio, puede utii i zarse*-"* 
cualquier vector apropiado para insertar en el dicha 
30 construccion de DNA. Estos vectores son utiles para trans: ~r~ar 
celulas . 

La linea celular proporcionada por esta mver.:;::. 
comprende, y expresa de forma estable, dicha construccion ce i:iA 
que comprende la totalidad o parte de una secuencia promoters 
35 del gen de la cox-2 y un gen testigo, operat ivamente unides 
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entre si, de manera que dicha secuencia promotora del gen de la 
cox-2 dirige la expresion de dicho gen testigo en respuesta a 
un estimulo adecuado. 

La linea celular transformada que contiene la construction 
5 de DNA previamente mencionada puede proceder de cualquier linea 
celular adecuada capaz de expresar de forma estable dicha 
construccion de DNA, por ejemplo, de una linea celular de origen 
humano tal como una linea de celulas de tipo linfocito T, 
celulas Hep-G2 derivadas de un carcinoma hepatocelular , celulas 

10 Hela derivadas de un adenocarcinoma de cervix, celulas tipo 
monocito-macrof ago, por ejemplo, las lineas U937 y THP-1, etc. 
En una realizacion particular de esta invencion, se ha 
seleccionado la linea celular Jurkat (descrita originalmente por 
Schneider et al., 1977) como ejemplo representative de una line4 

15 celular transformada de tipo linfocito T como modelo de estudid 
de la expresion de un gen relacionado con la respuesta inmune. t 
Ademas, dicha linea celular es facil de crecer y proporciona un* 
elevado rendimiento de celulas por unidad de tiempo y por 
volumen (ml) de cultivo. 

20 La linea celular proporcionada por esta invencion puede* 

utilizarse como sistema de ensayo para la busqueda e- 
identif icacion (screening) de compuestos inhibidores selectivo^. 
de la induccion a nivel t ranscripcional de la cox-2 pot* 
dife rentes est imulos . 

25 La linea celular proporcionada por esta invencion puede- 

obtenerse facilmente mediante procedimientos convencionales de 
Ingenieria Genetica, por ejemplo, mediante un procedimiento que 
comprende (i) el aislamiento de la secuencia promotora del gen t 
de la cox-2, (ii) el clonaje de dicha secuencia en un vector que 

30 contiene el gen testigo, en una posicion en la que dicha 
secuencia promotora es capaz de dirigir la expresion de dicho 
gen testigo, y (iii) la transfeccion de una linea celular 
adecuada con dicho plasmido. En el Ejemplo 3 se describe 
detalladamente una forma concreta de obtener unos clones 

35 individuales de celulas Jurkat t ransf ormadas que expresan el gen 
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testigo (luciferasa) de forma estable, denominados Jurkat-C3- 
1906LUC, Jurkat-F9-1906LUC y Jurkat-C7-1906LUC, en los que se 
determino la actividad luciferasa basal y se comprobo que la 
expresion del gen testigo (luciferasa) se inducia en respuesta 
5 a los mismos estimulos que el promotor de la cox-2 tal y como 
se habia establecido previamente con celulas t ransf ectadas 
t rans i tori amen te . 

El sistema de ensayo (linea celular) proporcionado por esta 
invencion ha sido validado previamente mediante la transfeccion 

10 transitoria de la construccion prom2-l 906-LUC y el analisis de 
la actividad luciferasa bajo estimulos e inhibidores diferentes. 
Los resultados obtenidos se compararon con un control no 
inducible de una construccion similar en la que en lugar dei** #: 
promotor de la cox-2 se situa el promotor de la isoforma cox-:f"\. 

15 y con el vector vacio pXP2. Tambien se ha procedido a 

determinar, bajo los mismos estimulos el comportamiento del geri.._ 
endogeno cox-2 mediante experimentos de RT-PCR en los que se-..^ 
analiza la expresion del mRNA. Como control no inducible se 
determino el comportamiento del gen endogeno de la isoforma coxi...: 

20 1 y del gen no inducible de la glicerol-aldehido-f osf ate 

• • • • 

deshidrogenasa (GAPDH) . Los principales tratamientos fueron con :** 

• • » • 

activadores tales como el ester de forbol PMA (10 ng/ml) y corj 
la combinacion de PMA y el Ionoforo de calcio A23187 [PMA+Ion] 
(1 \jlM) . El tratamiento con farmacos inhibidores de la inducciori** 

25 por PMA+lon se llevo a cabo con dexametasona (1 pM) , y coiiT: 
ciclosporina A (100 ng/ml). 

El Ejemplo 2 incluye unos ensayos de validacion del sistema*! : * 
de ensayo proporcionado por esta invencion en transfeccion 
transitoria, asi como de la expresion de los genes endogenos en 

30 celulas Jurkat. Tambien se recogen en los Ejemplos 3 y 4 unos 
ensayos realizados con los clones estables obtenidos, con 
compuestos inductores e inhibidores de la induccion del promotor 
de la cox-2 . 

El sistema de ensayo proporcionado por esta invencion es 
35 util en la busqueda e identif icacion (screening) de compuestos 
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inhibidores selectivos de la induccion a nivel t ranscr ipcional 
de la cox-2 por diferentes estimulos. Este tipo de inhibidores 
selectivos de la cox-2 puede tener numerosas aplicaciones 
terapeuticas potenciales ya que las impl icaciones derivadas de 
5 la induccion de la cox-2 no solo inciden en la respuesta 
inflamatoria, sino tambien en procesos relacionados con la 
prolif eracion celular incontrolada y formacion de tumores (por 
ejemplo, la aparicion de adenomas, el cancer de colon y el 
desarrollo de polipos y la angiogenesis , entre otros) , con 

10 acciones inmunosupresoras y con procesos neurodegeneratives como 
la enfermedad de Alzheimer. Por consiguiente, cabe suponer que 
los compuestos inhibidores selectivos de la induccion 
t ranscr ipcional de la cox-2 puedan ser utiles como agentes #t<:# 
antiinf lamatorios, como compuestos capaces de atenuar # : 

15 prolif eracion celular incontrolada y/o el proceso de 

tumorigenesis, como inmunosupresores o como potenciales farmacos*'**. 
con propiedades terapeuticas en la enfermedad de Alzheimer. : 

La invencion tambien proporciona un metodo de ensayo para 
la busqueda e identif icacion (screening) de compuestos 

20 inhibidores selectivos de la induccion a nivel transcripcional ^ m 
de la cox-2 por un estimulo apropiado (descrito en el Ejemplo'*!^ 
4) que comprende poner en contacto la linea celular**;; 
proporcionada por esta invencion (sistema de ensayo) con ei 
compuesto a ensayar, es decir, con el compuesto cuya potencial-*-. 

25 actividad inhibidora selectiva de la induccion a nivei-:-: 
transcripcional de la cox-2 se desea ensayar, bajo condiciones-;-; 
que permiten la t ranscr ipcion de la cox-2, y detectar, y/©..J. 
medir, la senal indicativa de la expresion de actividad debida"" :# 
al gen testigo. Alternativamente, si se desea, el metodo de 

30 ensayo objeto de esta invencion puede llevarse a cabo poniendose 
en contacto la linea celular, el sistema de ensayo y un 
compuesto activador de la induccion transcripcional de la cox-2. 

En el metodo de ensayo proporcionado por esta invencion, 
la regulacion de la expresion del gen de la cox-2 viene 

35 determinada por la actividad reguladora de su promotor, mientras 
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que la medida de la actividad del gen testigo proporciona una 
medida indirecta de la actividad del promotor de la cox-2 en 
respuesta a diferentes agentes. 

El metodo de ensayo para la busqueda e ident if icacion de 
compuestos inhibidores selectivos de la induccion a nivel 
t ranscripcional de la cox-2 por un estimulo apropiado 
proporcionado por esta invencion permite seleccionar compuestos 
que inhiben la produccion de la cox-2 mediante un criterio que 
radica en la inhibicion de la actividad inducible del promotor 
de la cox-2, con lo cual no se seleccionan aquellos compuestos 
que inhiban la actividad basal fisiologica de produccion de la 
cox~2 . 

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar format 
preferidas de realizar la invencion sin que deban ser*" 
considerados como limitativos del alcance de la misma. 

EJEMPLO 1 

Obtencion de una construed on de DNA que comprende una 
secuencia del promotor de la cox-2 y el gen de la luciferasa 

1.1 Clpnaje del pxQmvtQX <3e Is QQx-2 
En primer lugar se procedio al clonaje de la secuencia?, 
promotora del gen humano de la cox-2, a partir de la secuencia 
descrita por Tazawa [Tazawa et al., 1994] representada en la*. 
Figura 1. : 
Se utilizo la tecnica de la reaccion en cadena de la 
polimerasa (PCR), usando oligonucleotides cebadores o "primers" 
disenados para la amplif icacion selectiva del fragmento de DNA 
correspondiente a la secuencia promotora de este gen. Como DNA 
molde se utilizo DNA genomico de la linea celular linfocitica 
humana Jurkat. Los oligonucleotides utilizados fueron los 
identif icados como SEC.ID.N 0 .: 1 y SEC. ID. No.: 2 [vease el 
apartado relativo a la LISTA DE SECUENCIAS] . 

Estos oligonucleotides amplifican una secuencia que abarca 
desde el nucleotide -1796 al nucleotido +104 de la zona 




12 

promotora del gen cox-2 (vease la Figura 1). Para la reaccion 
de PCR se uso el Advantage cDNA PCR kit [Clontech] con 30 ciclos 
repetitivos de 45 segundos a 94°C y 3 minutos a 68°C en un 
termociclador PTC-200 [MJ Research] . 

5 

1.2 Construccion de l vector de expresion 
Los fragmentos generados tras la amplif icacion fueron 
subclonados en el plasmido pXP2 [Nordeen, 1988] que contiene la 
secuencia codificante del gen de la luciferasa que se utilizara 

10 como gen testigo (vease la Figura 2) . Los oligonucleotides se 
disenaron de tal forma que en el extremo 5 f contienen una 
secuencia adicional de reconocimiento por enzimas de 
restriccion. Tras la amplif icacion se generan extremos de doble...: 
cadena que contienen las dianas de restriccion BamHI en ei-. 

15 extremo 5 1 y Bglll en el extremo 3'. El vector pXP2 contiene en 

el sitio multiple de clonaje una diana Bglll, que genera — 
extremos compatibles tanto con extremos Bglll como BamHI. Tras 
la digestion con los enzimas Bglll y BamHI del inserto obtenido 
por PCR conteniendo la secuencia promotora, y del vector pXP2 

20 con Bglll, se procedio a la ligacion de estas secuencias. De .•*, 
este modo se obtuvo el plasmido prom2-1906-LUC en el que l$~-\ 
secuencia (-) 1796- ( + ) 104 del promotor de la cox-2 se situa po^/-, 
delante del gen de la luciferasa, dirigiendo su expresion. Esta"* 
construccion se secuencio para comprobar la fidelidad de la # " # : 

25 secuencia del promotor y verificar el sitio de clonaje. 



Ejemplo 2 

Experimentos de analisis de la regulacion de la actividad del 
promotor de la cox-2 mediante experimentos de RT-PCR y de 
30 transfeccion transitoria de la construccion prom2-l 906-LUC en 
la linea celular Jurkat 

Con el fin de estudiar la regulacion de la expresion del 
gen cox-2 endogeno en la linea celular Jurkat se procedio al 
35 analisis de la expresion de su mRNA mediante experimentos de RT- 






PCR. A su vez, con el fin de validar la construction prom2-1906- 
LUC y comprobar que la regulacion del promotor clonado se 
corresponde con la esperada, se realizaron experimentos de 
transfeccion transitoria de la construccion prom2-1906-LUC 
5 utilizando la linea celular Jurkat . En ambos experimentos las 
celulas se trataron con compuestos est imuladores e inhibidores 
de la induccion del promotor de cox-2 . 

El tratamiento con compuestos activadores se llevo a cabo 
utilizando el ester de forbol PMA (Phorbol 12-Myristate 13- 
10 Acetate) (10 ng/ml) (Sigma) y la combinacion de PMA y el 
ionoforo de Calcio A23187 (lpM) (Sigma), en adelante PMA+Ion. 

El tratamiento con farmacos inhibidores de la induccion por 
PMA+Ion se llevo a cabo con ciclosporina A (CsA) (100 ng/ml ) 
o el glucocorticoide sintetico Dexametasona (Dex) (IjiM) (Sigma) 



Los resultados obtenidos del analisis por RT-PCR de la 
expresion del mRNA de cox-2 en celulas Jurkat se muestran en la.-.: 
20 Figura 3, donde puede observarse lo siguiente: : : 

a) el tratamiento con PMA (10 ng/ml) produce un ligero :** 
incremento de la expresion del mRNA de cox-2, mientras que ei :'" 
tratamiento combinado con PMA+Ion produce el mayor aumento en 
la expresion de este gen a nivel transcripcional [Figura 3(A) 



b) la inhibicion por CsA (100 ng/ml) de la induccion 
transcripcional de cox-2 [Figura 3(B)]. .; 

Como control en ambos casos se muestra el resultado 
obtenido para los mRNAs no inducibles de la isoforma cox-1 y de 
30 la glicerol aldehido fosfato deshidrogenasa ( GAPDH ) . 

2.2 Evaluacion de la actividad luciferasa baio diferentes 

estimulos 

Se ha analizado la actividad luciferasa en celulas Jurkat 
35 transf ectadas transitor iamente con la construccion prom2-1906- 
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2 . 1 Reaulacion de la expresion del mRNA de cox-2 

en celu las Jurkat 



25 



y 
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LUC utilizando el agente Lipofectina [Life Technologies] . Las 
celulas fueron estimuladas con PMA (10 ng/m) (Sigma) y con la 
combinacion PMA+Ion (1 yM) (Sigma) . 

Como control no inducible se utilizo una construccion 
similar en la que en lugar del promotor de la cox-2 se situo el 
promotor de la isoforma cox-1 [proml-8 98-LUC] y con el vector 
vacio pXP2. 

La actividad luciferasa se determino utilizando el kit 
"Luciferase Assay System' 7 [Promega], con lxlO 6 celulas que se 
lisaron en 50 \il de tampon de lisis. En los extractos obtenidos 
se midio la emision de luz producida con un luminometro 
Monolight 2010 [Analytical Luminiscence Laboratory] con un 
sistema de inyeccion automatica de 100 pi de reactive |- 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4 . Comcj* 
puede apreciarse en dicha figura, los resultados obtenidos en 
este ensayo son comparables a los obtenidos en el an£lisis dei* 
mRNA de cox-2 [Ejemplo 2.1], es decir, el tratamiento con. 
PMA+Ion produce el mayor aumento en el numero de veces de 
induccion de la actividad luciferasa ( aproximadamente 12 veces 
la basal). Estos datos demuestran que la secuencia promotor^ 
clonada se comporta de forma similar al gen endogeno. Comq 
control se comprueba que tanto la construccion proml-8 98-LUG 
como el plasmido vacio pXP2 no son inducibles. 

2.3 Evaluacion de la actividad luciferasa 
baio diferentes inhibidores 
Se ha analizado la inhibicion de la estimulacion por PMA' 
(10 ng/m) (Sigma) o PMA+Ion (1 pM) (Sigma) sobre la actividad' 
luciferasa en celulas Jurkat t ransf ectadas transitoriamente con 
la construccion prom2-1906-LUC, mediante el empleo del farmaco 
inmunosupresor ciclosporina A (CsA) (100 ng/ml). Los resultados 
obtenidos se muestran en la Figura 5 donde se pone de manifiesto 
que el tratamiento con CsA (100 ng/ml) disminuye la estimulacion 
del promotor de la cox-2 en respuesta a PMA+Ion hasta valores 
similares a los basales. 
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Asimismo, se ha analizado la inhibicicn de la estimulacion 
por PMA+Ion (1 pM) (Sigma) sobre la actividad luciferasa en 
celulas Jurkat transf ectadas t ransitor iamente con la 
construction prom2-1906 mediante el glucocorticoide dexametasona 
5 (1 pM) (Sigma). Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 6 donde se pone de manifiesto que el tratamiento con 
dexametasona (1 pM) (Dex) disminuye la estimulacion del promotor 
de cox-2 en respuesta a PMA+Ion. 

10 Ejemplo 3 

Obtencion de una linea celular que expresa de forma estable una 

construccion de DNA que comprende una secuencia promo -bora de 

cox-2 y el gen de la luciferasa. ! 

• • • 

15 Para la creacion de la linea celular que expresa de forma 

estable la construccion prom2-1906-LUC, se cotransf ectarori ' 

celulas Jurkat con el vector prom2-l 90 6-LUC y un vector"*- 
denominado pcDNA3 . 1/Hygro (Invitrogen) que contiene el gen de 
resistencia a la higromicina. La transfeccion se realizes 

20 mediante la tecnica de electroporacion en cubetas de 0,4 crrt.:.. : 
(BioRad) con 15 x 10 6 celulas en 0,5 ml de medio completo [medio.:..' 
RPMI suplementado con 10% de suero fetal, L-Glutamina 2 mM y una.:.. ; 
mezcla de antibioticos] (Todos estos productos fueron adquiridos^ 
a Life Technologies) . Las celulas se incubaron en hielo durante-*-* 

25 10 minutos con 25 pg del plasmido prom2-l 906-LUC y 5 pg del* " • 
vector pCDNA3 . 1 . /Hygro . Tras este periodo, las celulas se 
electroporaron en un aparato Gene Pulser II (BioRad) a 1.500^.^ 
pFaradios de capacitancia y 280 Voltios de corriente. A 
continuacion, las celulas se incubaron en hielo durante 10 

30 minutos antes de anadir 10 ml de medio completo. Las celulas se 
cultivaron en este medio en frascos de cultivo (Nunc) de 75 cm 2 
durante 48 horas en un incubador de celulas a 37°C, con una 
humedad del 95% y 5% de C0 2 . En este momento se cambio el medio 
por medio completo sin antibioticos al que se anadio higromicina 

35 (Boehringer Mannheim) a una concent racion de 200 pg/ml. Las 
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celulas se cultivaron en este medio durante 30 dias con 
sucesivos cambios de medio. Durante este periodo se selecciona 
la poblacion resistente que sobrevive al tratamiento con el 
antibiotico selectivo, es decir los transf ectantes estables para 
el gen de resistencia al antibiotico higromicina. En esta 
poblacion se analizo la expresion del gen de la luciferasa con 
el fin de determinar la presencia de transf ectantes estables 
para el plasmido prom2- 1 90 6-LUC . Para ello, lxlO 6 celulas se 
lisaron en 50 pi de tampon de lisis (Promega) y con los 
extractos obtenidos se procedio a determinar la actividad 
luciferasa con los reactivos contenidos en el kit de "Luciferase 
Assay System' 7 [Promega] . La medicion de la emision de luz 
producida se determino en un luminometro MonoLight 2010 
(Analytical Luminiscence Laboratory) con un sistema de inyeccion. 
automatica de 100 pi de reactivo. 

De esta poblacion policlonal ( Jurkat-pool-1906LUC) sq- 
realizo una dilucion limite en placas de 96 pocillos en medio"* 
completo con higromicina con el fin de obtener clones 
individuales que expresaran el gen de la luciferasa de forma 
estable. Estos clones se crecieron hasta obtener al menos 1x10*" 
celulas con las que realizar la medicion de la actividad* 1 
luciferasa tal como se ha descrito anteriormente . De esta forma ,: 
se obtuvieron tres clones individuales denominados Jurkat-C3-' : 
1906LUC, Jurkat-F9-1906LUC y Jurkat-C7-1906LUC . En estos cloneq- 
se determino la actividad luciferasa basal en RLUs (unidadeq-j 
relativas de luminiscencia ) y se comprobo que la expresion dei- : 
testigo luciferasa se inducia en respuesta a los mismos- 
estimulos que el promotor de cox-2 tal y como se habia-- 
establecido previamente con celulas transf ectadas de forma 
transitoria (vease la Figura 7) . En los tres clones, los valores 
basales de actividad luciferasa se incrementan de 3 a 6 veces 
con un tratamiento de 6 horas con el ester de forbol PMA y hasta 
10 - 20 veces con un tratamiento combinado de PMA+Ion, de forma 
similar a los resultados obtenidos en las transf ecciones 
t ransi torias . 
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Ejemplo 4 

Establecimiento de un sistema de ensayo de compuestos que 
regulan la expresion del gen cox-2 en los clones de la linea 
celular que expresa de forma estable una construccion de DNA que 
comprende una secuencia promotora de cox-2 y el gen de la 
lucif erasa . 

Los clones se cultivaron en placas de 96 pocillos a una 
densidad de lxlO 5 celulas en 200 pi de medio RPMI suplementado 
con 2% de suero fetal, L-Glutamina 2 mM y una mezcla de 
ant ibiot icos . Las celulas se trataron durante 6 horas con 
diferentes concentraciones de los compuestos cuya actividad se 
pretende ensayar. En el caso del ensayo de la actividad de estos^ 
compuestos sobre la induccion de la actividad del promotor de 
cox-2, las celulas se trataron con PMA+Ion durante 5 horas, tras. 
1 hora de pret ratamiento con el compuesto a ensayar. Tras este* 
periodo las celulas se lisaron en 50 pi de tampon de lisis y se 
determino su actividad luciferasa utilizando 20 pi en un 
luminometro tal y como se describio en el Ejemplo 2.2. A 
continuacion se muestran algunos resultados obtenidos con 
compuestos previamente descritos como inhibidores de la* 
estimulacion del promotor de cox-2. 

La Figura 8 muestra los resultados obtenidos con el 
compuesto ciclosporina A (CsA) el cual produce una inhibicion 
de la estimulacion obtenida con PMA+Ion en los clones estables 
de Jurkat, de forma similar a lo previamente descrito (Iniguez 
et al., 1998), y a lo observado en las transf eccionea 
transitorias ilustradas en el Ejemplo 2.3. 

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos con el 
compuesto Dexametasona (Dex) , que, como glucocort icoide y anti- 
inf lamatorio, produce una inhibicion de la estimulacion obtenida 
con PMA+Ion en los clones estables de Jurkat, como corresponde 
a lo ya descrito (Smith and DeWitt, 1996) y a lo observado 
previamente en las trans fecciones transitorias del Ejemplo 2.3. 

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos con el 
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compuesto Resveratrol (Res), descrito recientemente como 
inhibidor de la est imulacion por PMA del gen cox-2 (Subbaramiah, 
et al., 1998). Este compuesto produce una inhibicion de la 
estimulacion obtenida con PMA+Ion en los clones estables de 
5 Jurkat. 

De esta forma queda demostrada la validez del sistema de 
ensayo por el comportamiento similar de los clones obtenidos, 
de las transf ecciones transitorias y de los resultados obtenidos 
con el mRNA endogeno. Con el uso de compuestos cuya actividad 
10 sobre el promotor de cox-2 es conocida, ya sean est imuladores 
o inhibidores, queda establecido que es posible detectar 
compuestos no descritos previamente que regulen tanto 
positivamente como negat ivamente la expresion basal o inducid4-..l* 
del gen cox-2 con el sistema de ensayo desarrollado en li*. : 

m r m 

15 presente invencion. 

DEPOSITO DEL MATERIAL BIOLOGICO f 

Una muestra de una linea celular Jurkat, denominada J-1906- 
F9, que expresa de forma estable una construccion de DNA que...:. 
20 comprende una secuencia promotora del gen de la cox-2 y el gerj 

• . . . 

de la luciferasa, ha sido depositada en la European Collection 

• • . • 

of Animal Cell Cultures (ECACC) [Salisbury, R. Unido] el 24 de : "; 
marzo de 1999 y ha recibido el numero de acceso ECACC 99032405. 

Una muestra del plasmido prom2-1906-LUC, insertado ert* * 
25 Escherichia coli DH5 , denominada DH5 prom2-1906-LUC, ha sidci : : 
depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECTf - :*: 
[Burjassot, Valencia] el 24 de marzo de 1999 y ha recibido el"! : " 
numero de acceso CECT 5145. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

(1) INFORMACION GENERAL: 
(i) SOLICITANTE: 
5 (A) NOMBRE: Laboratories del Dr. Esteve, S.A. 

(B) DIRECCION: Avda . Mare de Deu de Montserrat, 221 

(C) CIUDAD: Barcelona 

(E) PAIS: Espana 

(F) CODIGO POSTAL: 08041 
10 (G) TELEFONO: 93 446 60 00 

(H) TELEFAX: 93 450 32 02 

(ii) TITULO DE LA INVENCION: 



15 LINEA CELULAR QUE COMPRENDE EL PROMOTOR DE LA 

CICLOOXIGENASA-2 (COX-2) Y UN GEN TESTIGO, Y SU EMPLEO EU'-'.'.'.'.' 
LA BUSQUEDA DE INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA INDUCCI6n— ,f 
TRANSCRI PCIONAL DE COX-2 



20 (iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2 ; 

(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: ; 

(A) MEDIO: Diskete 

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible 

25 (C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS j 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30' 
(EPO) 

(2) INFORMACION DE LA SECUENCIA IDENTI FICADA N° [ SEC . ID . N° ] : 1: 
30 (i) CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 33 nucleotidos 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
35 (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 1 
GGGGGATCCG GATTCTAACA TGGCTTCTAA CCC 33 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENTI FICADA N°: 2 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 30 nucleotidos 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 2: 
GGGAGATCTG GTAGGCTTTG CTGTCTGAGG 30 
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RE I VIND I CAC I ONE S 



1. Una construccion de DNA que comprende la totalidad o 
parte de una secuencia promotora del gen de la ciclooxigenasa 
2 (cox-2) y un gen testigo, operativamente unidos entre si, de 
manera que dicha secuencia promotora del gen de la cox-2 dirige 
la expresion de dicho gen testigo en respuesta a un estimulo 
adecuado . 

2. Construccion segun la reivindicacion 1, en la que dicha 
secuencia promotora del gen cox-2 procede del gen humano de la 
cox-2 . 



3. Construccion segun la reivindicacion 2, en la que dicha 
secuencia promotora del gen cox-2 esta constituida por la- 
secuencia comprendida entre el nucleotido (-)1796 y el* 
nucleotido (+) 104 del promotor de la cox-2 humana. 

4. Construccion segun la reivindicacion 1, en la que dich6* 
gen testigo se selecciona entre el gen de la luciferasa, el gen' : 
de la cloranf enicol acetil transferasa y el gen de la beta* 1 
ga lactosi da sa. 

5. Un vector que comprende una construccion de DNA segun-* 
cualquiera de las rei vindicaciones 1 a 4. | 



6. Una linea celular que comprende una construccion segun-- 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o transformada con un 
vector segun la reivindicacion 5. 

7. Una linea celular segun la reivindicacion 6, en la que 
dicha linea celular deriva de una linea celular de origen 
humano . 

8. Una linea celular segun la reivindicacion 7, en la que 
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dicha linea celular de origen humano es una linea de celulas 
Jur kat . 

9. Metodo de ensayo para la busqueda de compuestos 
inhibidores selectivos de la induccion a nivel transcripcional 
de la ciclooxigenasa-2 por un estimulo apropiado, que comprende 
poner en contacto una linea celular segun cualquiera de las 
rei vindicaciones 6 a 8, con un compuesto cuya potencial 
actividad inhibidora selectiva de la induccion a nivel 
transcripcional de la cox-2 se desea ensayar, bajo condiciones 
que permiten la transcripcion de la cox-2, y detectar, y/o 
medir, la senal indicativa de la expresion de actividad debida 
al gen testigo. j # 
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- 1 8 4 1 GAATTCAGGATTGTAATGTAAAATTTTAGTACTCTCTCACAGTATGGATTCTAACATGGCT^ 

01igonucle6tido n* 1 
- 1 1 4 1 TCAAATTTCAGTAGATGCAACCTACTCCTTTAAAATGAAACAGAAGATTGAAA 

-1641 TCATGTAAGATTCCATGCAATAAATAGGAGTGCCATAAATGGAATGATGAAATATGACTAGAGGA 

-1541 CATCCGTGTCTCATGAAGAATC^GATGTGTACACTAAGCAAAACAGTTAAA 

-14 41 CTACAAATTGAGGTACCTGGTGTAGTTTTATTTCAGGTTTTATGCTGTCATTTTC^ 

-1341 ACTTCTTTTCTGGTGTGTGTGTATATATATATGTATATATACACACACACATATACATATATATATTTTTAGTATCTCACCCT 

-1241 GCACTACCCATGATAGATGTTAAACAAAAGCAAAGATGAAATTCCAACTGTTAAAATCTCrc 

-1141 ACGAGAATAGAAAATTAGCCCCAATAAGCCCAGGCAACTGAAAAGTAAATGCTATGTTGTACTTTGATC 

-1041 GACAGAAAAGACAAAAGAGTGAACT^AAAACTCGAATTTATTTTACC^ 

- 94 1 AAATGCCTTAAGGGATACGTTTTGGACATTTAGCGTCCCTGCAAATTCTGGCCA 

- 841 GACCCGTGGAGCTCACATTAACTATTTACAGGGTAACTGCTTAGGACCAGTATTATGAGGAGG^ 

- 7 4 1 GGGGGTGAAGGTACGGAGAACAGTATTTCTTCTGTTGAAAGCAACTTAGCTACAAAGATAAATTACA 

- 6 4 1 CAAAATAAGAGTTTTTTAAAAAGCTATCTATGTATGTCCTGCATATAGAGCAGATATACAG^ , 

- 4 4 1 CCCTGCGCCCCCGGACCTCAGGGCCGCTCAGATTCCTGGAGAGGAAGCCAAGTGTCCTTCTGCCCTCCCCCGGTATCCCAT 
-341 
-241 

-141 ccaccgggcttacgcaatttttttj 
-41 ttttcagtcttataaaaaggaaggttctctcggttagcgacCaattgtcatacgacttgcagtgagcgtcagg^ 
+ 60 cctccttcagctccacagccagacgccctcagacagcaaagcctaccccccgcgccgcgccctgcccgccgctgcgatg 




Oligonucledtido n° 2 



FIG. 1 
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